T lymphocyte subsets and Kv1.3 channel in the atherosclerotic plaque of rats by 刘磊
 1










T lymphocyte subsets and Kv1.3 channel in the 








专 业 名 称： 内科学 
论文提交日期： 2010 年 4 月 
论文答辩日期： 2010 年 5 月 
 
 




















另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的




声明人（签名）：             



































（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 






声明人（签名）：             






























AS     atherosclerosis                  动脉粥样硬化 
TC     total cholesterol                 总胆固醇 
TG     triglyceride                    甘油三脂 
HDL   high density lipoprotein           高密度脂蛋白 
LDL   low density lipoprotein            低密度脂蛋白 
TEM   effector memory T cell             效应记忆T细胞 
Kv1.3  potassium channel                电压门控钾通道 
ACS   acute coronary syndrome          急性冠脉综合征 
HE    hematoxylin-eosin                苏木精-伊红染色法 
IHC   immunohistochemistry             免疫组织化学染色法 
PBS   phosphate buffered solution         磷酸盐缓冲液 























究 Kv1.3 通道蛋白与活化的 T 淋巴细胞间的关系。 
方法：采用高脂饲料喂养联合维生素 D3 负荷的方法建立大鼠动脉粥样硬化
模型（12 周），喂养过程中称重，在喂养 12 周后空腹 24 小时抽血并处死，检测
血脂，并留取主动脉行 HE 染色及免疫组织化学检测。采用 IPP 图像处理软件计
算平均光密度。 
结果：血脂示动脉硬化组 TC、LDL-C 与对照组比较明显升高（P<0.05），
HDL-C 较对照组高（P>0.05），动脉硬化组 TG 较对照组低（P>0.05）；动脉硬
化组主动脉管壁内膜明显增厚，中膜平滑肌细胞增生，排列紊乱，部分标本中可
见平滑肌呈灶状或片状钙化；对照组血管壁各层的组织结构正常，未见炎性细胞
浸润及平滑肌细胞增生；动脉硬化组动脉内膜下，中膜层可见 CD4+与 CD8+T 淋
巴细胞聚集，CD4+T 淋巴细胞聚集更明显，且在同一病变部位 Kv1.3 通道蛋白表
达明显，呈褐色，点状或片状分布。正常对照组血管内膜、中膜中未见 T 淋巴
细胞聚集及 Kv1.3 通道蛋白的表达； 
结论：动脉硬化斑块中可见一定数量的 T 淋巴细胞聚集，CD4+T 淋巴细胞
亚群聚集更加明显；在 T 淋巴细胞密集的部位，Kv1.3 通道蛋白的表达明显上调，




















Objective: To investigate the expression of CD4+and CD8+ subgroup of T 
lymphocyte in atherosclerotic plaque of Wista rats, exploring the relationship between 
Kv1.3 ion channel protein and activated T lymphocyte.   
Methods:  Atherosclerotic rat model were established after being fed with 
high-cholesterol diet and vitamin D3 for 12 weeks,and the rats were weight at the 
course.  Fasting for 24 hours, the rats’ blood was taken for cholesterol level testing. 
Then rats were scarified, their aorta were isolated and dyed with hematoxylin-eosin 
for immunity histochemical analysis.  By using Image-ProÒ Plus system, we also 
invested the mean Integrated option density (IOD) of the area of interesting (AOI) in   
aorta.   
Results:  The concentration of TC、LDL-L in atherosclerosis group was 
significantly higher than that in control group(P<0.05), while the HDL-L was higher 
(P>0.05), the TG was lower(P>0.05);  The aortic intima was obviously thicker in the 
atherosclerosis group, proliferation was seen in medial smooth muscle cell and was 
less orderly arranged, Dot-flake calcification was seen in some specimen in 
atherosclerosis group, while the morphology of aorta was relatively normal and cells 
were relatively orderly arranged in control group, Inflammatory cell infiltration and 
smooth muscle cell proliferating were not found in control group. In antherosclerosis 
group, CD4+ and CD8+ T lymphocyte tended to aggregate in subintima and media of 
aorta.  In the same area of AS plaque, CD4+ T lymphocyte were found much more, 
and Kv1.3 ion channel expression was quite positive in the same area, it was brown, 
and showed dot-flake distribution.  T lymphocyte and Kv1.3 ion channel protein 
expression were negative in the aorta of control group.   
Conclusions: Plenty of T lymphocytes were found in atherosclerotic plaque, and 
CD4+T lymphocyte expression was dominated in the plaque; in the area where T 
lymphocyte concentrated, the positive expression of Kv1.3 channel suggests that it 
might play a role in the activation of T lymphocyte in atheromatous plaque, which 
possibly accelerates the development of atherosclerosis in rat.                                   
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壁的浸润是 AS 发生的始动环节[10,11]。而病变局部的 T 淋巴细胞的数量增多，激
活的 T 淋巴细胞分泌的炎症因子，如白介素-1 (IL-1) 和肿瘤坏死因子-α (TNF-α)，
加速了炎症反应的发展，促进 AS 的进展、斑块的不稳定以及斑块破裂，综上，
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起着关键性的作用。因此，免疫功能调节逐渐成为防治 AS 研究的热点和新的发
展方向，而针对 T 淋巴细胞的功能调节成为 AS 免疫治疗的新靶点。 
但综合上段的文献我们也可以发现，对于动脉硬化斑块局部病变处的 T 淋
巴细胞的研究相对较少，目前大多针对外周血来进行相关研究。故对于局部斑块
处具体 T 淋巴细胞亚群的研究及其的功能活化成为研究的新热点。 
1.4 T 淋巴细胞及其细胞膜 Kv1.3 离子通道 
1.4.1 T 淋巴细胞表面的离子通道及 Kv1.3 通道的生物学特性 
   研究表明，T 淋巴细胞的功能活化与其细胞膜上的离子通道的电活动密切相
关[13]。T 淋巴细胞膜上主要存在 3 种离子通道蛋白：电压门控钾通道（Kv1.3 通
道），钙离子激活的钾通道（Kca3.1 通道，也称 IKca1 通道）和钙释放激活的钙
通道（CRAC 通道）。其中 Kv3.1 只在小鼠淋巴细胞上发现，人类的淋巴细胞上
没有发现它的存在[14]。 
目前研究认为，Kv1.3 是效应性 T 淋巴细胞持续活化的关键[13,15]。Kv1.3 通道
属于电压门控性钾通道 Shaker 家族成员，与其他已知的众多 Kv 通道具有相似的
结构，由 500 个氨基酸的亚单位共价结合成的同源四聚体（图 1.1），激活阈值
为-60mV，-10~0mV 达到稳态，单通道电导为 10~12ps。其相对限制性的分布在
免疫系统和中枢神经系统中，人类 T 淋巴细胞发育早期即有 Kv1.3 通道表达。在
静息状态下，未止敏 T 细胞（naïve T cell）,中心记忆 T 细胞（Tcm）,和效应记
忆性 T 细胞（Tem）表达类似数量的 Kv1.3 通道（200~300/细胞），而在激活状
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图 1.1Kv1.3 通道蛋白结构 
1.4.2 Kv1.3 通道的主要功能 
Kv1.3 通道的表达和功能改变主要靠影响膜电位水平和细胞内钙信号，从而
调节 T 细胞增殖和 IL-2,INF-γ和 TNF-ɑ等细胞因子的产生与表达。当外来或内
源抗原递呈给 T 淋巴细胞后，可通过胞内第二信使促进内质网（ER）上内的钙
释放，同时激活淋巴细胞膜上的 CRAC 通道，导致细胞外的 Ca 内流，内流的
Ca 及 ER 中释放的 Ca 使膜电位去极化，从而激活 Kv1.3 通道，激活的 Kv1.3 通
道通过介导和控制 K+外流使细胞膜呈负电位，助长了 Ca2+持续内流的电驱动力，
促进膜外 Ca2+通过钙通道进入胞内，以维持细胞活化必须的胞内 Ca 浓度。 
细胞内 Ca2+浓度升高，作为第二信使通过对细胞核 DNA 转录的调节，影响
细胞的功能，升高的 Ca2+激活 Ca2+—Calmodulin（钙调蛋白）依赖的钙调磷酸酶
（Calcineurin），引起 Calcineurin—NF-AT（活化的 T 细胞核因子，nuclear factor 
of activated T cell）等转录因子通路的级联反应，调节 IL-2、INF-γ和 TNF-ɑ等
细胞因子的表达、细胞增值、细胞粘附性、细胞迁移、基因表达等。[13,17,18] 
经典的钾通道阻断剂 quinine,4-AP，tetraethylammonium 和 Kv1.3 通道特异性
阻断剂 ShK,margato，Xin(MgTx),PAP-1 均能够在阻断 Kv1.3 通道浓度条件下，
抑制人类外周血 T 细胞的增殖和细胞因子的产生[13]。特异性的 Kv1.3 通道阻断剂
stichodactyla helianthus toxin (ShK)、margatoxin (MgTx)和 5-（4-phenoxybutoxy）
psoralen (PAP-1)等也能够起到同样的作用。阻断 Kv1.3 通道抑制 T 细胞的活化、
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1.5 Kv1.3 通道与 T 细胞介导的疾病的研究 
1.5.1 T 淋巴细胞介导的自身免疫疾病与 Kv1.3 通道蛋白的研究 
   近年来研究发现[19]，在一些与自身免疫系统紊乱密切相关的疾行病中，如多
发性硬化、I 型糖尿和类风湿性关节炎患者中，疾病相关的自身反应性 T 细胞主
要是 Tem并伴随 Kv1.3 通道表达的增加。此外，Kv1.3 通道阻断剂在药理血相关
浓度条件下抑制了 Tem 的钙信号、细胞因子产生和细胞增殖，改善了 pristane
诱导的关节炎，降低了实验性自身免疫性糖尿病的发生率[14]。更值得一提的是，




T 细胞介导的免疫调节显著促进了此类疾病 AS 的发生和进展[23,24]。以上研究初
步的将 AS 与 Kv1.3 通道联系起来，但并未见明确的研究文献报道。 
1.5.2 急性冠脉综合症（ACS）患者 T 淋巴细胞 Kv1.3 通道研究 





用的结果[26]，以上两项研究可能部分解释了酮色林抗 AS 的作用与 Kv1.3 通道的
抑制相关。 
最新的研究报道，ACS患者外周血淋巴细胞活化程度高于健康人的淋巴细胞，
其外周血 T 淋巴细胞 Kv 通道电流幅度较正常人明显增高，同时 Western 印迹的
结果也表明 ACS 患者外周血 T 细胞 Kv1.3 蛋白的表达也明显高于正常人[27]。尽
管 ACS 病程中涉及的 T 淋巴细胞亚群以及病变局部的 T 淋巴细胞亚群和 Kv1.3
通道的作用仍需要深入的研究和讨论。但该研究首次提示了 AS 和 Kv1.3 之间的
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